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n  $  & 容I の g 旨
PTHを間歇投与することにより、骨量が増加することは広く知られているが、その詳細な作用機序 
は未だ不明な点が多い。しかし、その主なメカニズムの一つとして、cAMP/PKA系の閨わりが重要視 
されている。以前より、我々はcAMP/PKA系によるBMPシグナルの増強に注目してきた。本研究の目 
的は、PTHによる骨芽細胞分化作用のcAMP/PKA系からのBMPシグナルへの関与の有無、及びその作 
用機序について検索することである。細胞は細胞株MC3T3E1を用い、rhBMP2(50ng/ml), hPTH(ト34) 
(single treatment (以下 PTHs) :10_7M を 1回投与、もしくは cyclic treatment (以下 PTHc):10_8M を 3 
分おきに10回投与）を単独および共投与した後、経時的にcAMP濃度を測定した。転写調節レベルに 
おけるPTHの BMPシグナル伝達への効果は、BMP応答領域及びcAMP応答領域を含んだId-1 gene 
promoterを用いたReporter Assayで評価した。real-time RT-PCRにて骨分化マーカーとしてRunx2, 
Osteocalcin, ALP,およびBMPシグナル伝達への影響としてSmad6を調べた。ALP assayにて蛋白レ 
ベルでのPTHによるBMP骨分化促進作用を評価し、cAMP/PKA系の関与はPKA inhibitorおよびPDE 
inhibitorを用いて検討した。PTHsにおいて.cAMP濃度の上昇は5分と一時的なものであった。しか 
し、PTHcを行うとPTH投与中及び、投与終了後約2時間までcAMP濃度の上昇は維持していた。Reporter 
AssayではPTHcにてBMP転写活性の有意な増強を認めた。また、real-time RT-PCRでは、BMP単独 
投与と比較して、BMP+PTHcにて有意にRunx2、osteocalcin, ALPのmRNAの発現冗進を認めた。また、 
inhibitory SmadであるSmad6 mRNAはBMP単独投与と比較してBMP+PTHsでも発現抑制を認めたが、 
BMP+PTHcにてさらに有意な発現抑制を認めた。ALP assayにおいてもALP mRNAと同様の結果を認め 
た。また、この増強効果はPKA inhibitorにて抑制され、PDE inhibitorにて増強された。
細胞内cAMP濃度を高濃度に維持する投与法により、PTHは cAMP/PKA系を介してBMP骨芽細胞分化 
を促進することが判明した。
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨
PTHを間歇投与することにより、骨量が増加することは広く知られているが、その詳細な作用機序 
は未だ不明な点が多い。しかし、その主なメカニズムの一つとして、cAMP/PKA系の関わりが重要視 
されている。.以前より、我々はcAMP/PKA系によるBMPシグナルの増強に注目してきた。本研究の目 
的は、PTHによる骨芽細胞分化作用のcAMP/PKA系からのBMPシグナルへの関与の有無、及びその作 
用機序について検索することである。細胞は細胞株MC3T3-E1を用い、rhBMP2 (50ng/ml), hPTH(l-34) 
(single treatment (以下 PTHs):10_7M を 1回投与、もしくは cyclic treatment (以下 PTHc):10_8M を 3 
分おきに10回投与）を単独および同時投与した後、経時的にcAMP濃度を測定した。転写調節レベル 
におけるPTHの BMPシグナル伝達への効果は、BMP応答領域及びcAMP応答領域を含んだId-1 gene 
promoterを用いた Reporter Assayで評価した。rea卜time RT-PCRにて骨分化マーカーとして 
Runx2, osteocalcin, ALPを調べた。さらに、BMPシグナル伝達への影響としてSmad6の発現を調べた。 
ALP assayにて蛋白レベルでのPTHによるBMP骨分化促進作用を評価し、cAMP/PKA系の関与はPKA 
inhibitorおよびPDE inhibitorを用いて検討した。
PTHsにおいてcAMP濃度の上昇は5分と一時的なものであった。しかし、PTHcを行うとPTH投与中
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及び、投与終了後約2時間までcAMP濃度の上昇は維持していた。Reporter AssayではPTHcにてBMP 
転写活性の有意な増強を認めた。また、rea卜timeRT-PCRでは、BMP単独投与と比較して、BMP+PTHc 
にて有意にRunx2、osteocalcin, ALPの mRNAの発現亢進を認めた。また、inhibitory Smadである 
Smad6 mRNAは BMP単独投与と比較してBMP+PTHsでも発現抑制を認めたが、BMP+PTHcにてさらに有意 
な発現抑制を認めた。ALP assayにおいてもALP mRNAと同様の結果を認めた。また、この増強効果 
は PKA inhibitorにて抑制され、PDE inhibitorにて増強された。
以上の研究結果は細胞内cAMP濃度を高濃度に維持する投与法により、PTHは cAMP/PKA系を介して 
BMPの骨芽細胞分化を促進することを明らかにしたものである。この研究は、PTHの骨形成作用にBMP 
が関与していることを示し、PTHの作用機序解明に向けた重要な基礎的実験結果である。よって本研 
究は博士 (医学)の学位を授与されるに値すると認められる。
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